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Kratok izvadok 
Hlorofilite se edni od najzna~ajnite helatni soedinenija 
vo prirodata koi imaa sposobnost da ja pretvaraat son~evata 
energija vo potencijalna hemiska energija pri procesot na 
fotosinteza. Fotosintezata e slo`en biolo{ki proces koj, osven 
vo in vivo, se odviva i vo in vitro uslovi, no po altrenativni pati{ta 
pri biosinteza na fotosintetskite pigmenti. 
Cel na ovie istra`uvawa be{e da se opredeli sodr`inata na 
fotosintetskite pigmenti hlorofil a, b i a+b,  vo kulturi na 
piperka Capsicum annuum L. od sortite kurtovska kapija i zlaten 
medal na MS (Murashige and Skoog,) medium, i toa vo kultura na 
izdanoci, kultura na klausi od kotiledoni i od meristemi i vo 
kultura na kotiledoni. Voedno, ispituvan e i efektot na pove}e 
razli~ni regulatori na rasteweto vrz biosintezata na 
ispituvanite fotosintetski pigmenti vo uslovi in vitro kaj site 
ispituvani kulturi na piperka. 
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Abstract 
Chlorophylls are some of the most important chelates in nature. They 
are capable of channelling the energy of sunlight into potential chemical energy 
through the process of photosynthesis. Photosynthesis is complex biological 
process which occurs in in vitro conditions too, but in alternative pathways on 
biosynthesis of photosynthetic pigments. 
The purpose of our examinations was to evaluate the content of 
photosynthetic pigments chlorophyll a, b and a+b in the pepper culture 
Capsicum annuum L. of the varieties Kurtovska Kapija and Golden Medal on 
the MS (Murashige and Skoog) medium, especially in shoot culture, culture of 
callus from meristem and callus, and as well as cotyledon culture. All pepper 
tissue cultures were subject of investigation regarding the effect of plant grown 
regulators on in vitro synthesis of photosynthetic pigments.  
 
Key words: pepper Capsicum annuum L, chlorophyll a, b and a+b, pepper 
tissue culture 
 
1.  Voved 
 Hlorofilite spored hemiskata struktura se tetrapiroli, 
koi gradat porfirinski prsten i se srodni na drugite porfirinski 
soedinenija, kako {to e hem. Za hlorofilite e karakteristi~no 
{to imaat Mg vo centarot na prstenot, kako i petti 
ciklopentanonski prsten, koj dopolnitelno se formira. Kaj 
rastenijata postojat pove}e tipovi hlorofili koi se ozna~eni so 
bukvite a, b, c, i d. Site fotosintetski organizmi (osven 
bakteriite) sodr`at hlorofil a. (Neskovic, et all., 2003). 
 Modernite istra`uvawa za fotosintezata vo uslovi in vitro 
zapo~nuvaat u{te vo 1937 god. so eksperimentite na Hill (Culafic et al., 
2000). Vo 1979 god. Murashige naveduva deka prisustvoto na zelenata 
boja vo kulturi na rastitelni tkiva e nedvosmislena evidencija za 
fotosinteza vo in vitro uslovi. Imeno, samata biosinteza na 
fotosintetskite pigmenti e slo`en proces vo ~ij sinxir se 
isprepletuvaat brojni reakcii a koi sè u{te se predmet na 
istra`uvawe (Belyaeva, 2003). Vo uslovi in vitro sintezata na 
fotosintetskite pigmenti se odviva po alternativni pati{ta, pri 
Godi{en zbornik 2004/2005  Institut za ju`ni zemjodelski kulturi - Strumica 
         Yearbook                      2004/2005  Institute of Southern Crops – Strumica 
_______________________________________________________________________________________ 
 
77 
{to golem broj enzimi ili otsustvuvaat ili se neaktivni (Sasson, 
1991). 
 
2.  Materijal i metod na rabota  
Za izeduvawe na organogenezata na piperkata vo uslovi in 
vitro, najprvo semeto od sortite kurtovska kapija i zlaten medal 
be{e sterilizrano na sledniot na~in: semeto se isplaknuva vo 
destilirana voda i se ostava da imbibira 2-3 h; potoa povr{inski se 
sterilizira 15 s vo 70% etanol; 10 min vo 1% Izosan-G; a na kraj se 
isplaknuva nekolku pati vo sterilna voda. Vaka steriliziranoto 
seme be{e postaveno na 1/2 MS (Murashige, T. and Skoog, F. 1962) 
mineralen rastvor na ’rtewe. Koga mladite nikulci dostigaa 
golemina od 3-5 cm (po 21-25 dena), od niv bea izolirani po~etnite 
eksplantati i istite bea postaveni na hormonalen MS medium. Kako 
po~etni eksplantati bea koristeni apikalni pupki so golemina 1-3 
mm i 1/3 delovi od kotiledonite so golemina 3-5 mm. Site 
postaveni kulturi od dvete sorti na piperka bea ~uvani na 
kontrolirani uslovi vo klima komora i toa na: temperatura od 
25±1°C, relativna vla`nost od 50%, fotoperiodizam od 16 h svetlo/ 
8 h temno i intenzitet na svetlina od 50 µmol·m2·s-1.  
Od in vitro uslovi be{e zemen rastitelen materijal za 
analiza na sodr`inata na hlorofilot a, b i a+b od 4 razli~ni 
kulturi na piperka:  
- kultura na izdanoci;  
- kultura na kalusi od meristemi;  
- kultura na kalusi od kotiledoni i  
- kultura na kotiledoni.  
Vsu{nost, analizirana e sodr`inata na hlorofil a, b i a+b 
vo in vitro kulturi na sedum razli~ni MY hormonalni podlogi, i toa:  
- MS + 5,0 mg g
-1
 KIN;  
- MS + 5,0 mg g
-1
 BAP;  
- MS + 5,0 mg g
-1
 ZEA;  
- MS + 5,0 mg g
-1
 2,4-D;  
- MS + 0,5 mg g
-1
 NAA + 5,0 mg g
-1
 BAP;  
- MS + 0,5 mg g
-1
 NAA + 10,0 mg g
-1
 KIN i 
- MS + 1,0 mg g
-1
 IAA + 10,0 mg g
-1
 BAP. 
Sodr`inata na hlorofilite a, b i a+b e odredena i vo 
listovite na dvete ispituvani sorti kurtovska kapija i zlaten 
medal odgleduvani vo oran`eriski uslovi. 
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Primerocite za analiza na sodr`inata na hlorofil a, b i 
a+b bea isu{eni do vozdu{no suva masa (na sobna temperatura 6-7 
dena). Dopolnitelnata vlaga e korigirana so su{ewe na probite vo 
termostat do konstantna te`ina na temperatura od 105ºC so 
vremetraewe od 5 ~asa. Ekstraktite se dobieni so macerirawe na in 
vitro i in vivo materijal od piperka (0,1 - 0,5 g) so 96% etanol vo 
vodena bawa na temperatura od 40°S i za vreme od 5 ~asa. 
Sodr`inata na  hlorofil a, b i a+b vo etanolnite ekstrakti od 
kulturi na izdanoci, kotiledoni i kalusi od piperka be{e 
odredena so ot~ituvawa na apsorbancijata na spektrofotometar 
tip Cary 50 Varian na branova dol`ina od 649 i 665 nm.  
Vo soglasnost so vrednostite za apsorbancijata ot~itani vo 
etanolnite ekstrakti na kulturi na piperka na branova dol`ina od 
649 i 665 nm, (Slika 1b) e odredena sodr`inata na fotosintetskite 
pigmenti i istite se izrazeni kako mg hlorofil a, b i a+b / g proba 
sve`a masa. 
Presmetuvawata za sodr`inata na fotosintetskite 
pigmenti hlorofil a, b i a+b, za rastvoruva~ot 96% etanol, 
napraveni se spored obrascite po Winttermansu i De Motsu (1965). 
Hlorofil a = 13,70 x A665 – 5,76 x A 649 
Hlorofil b = 25,80 x A649 – 7,60 x A 665 
Hlorofil a+b = 6,10 x A665 + 20,04 x A 649 
 
3.  Rezultati i diskusija 
 Sodr`inata na ispituvanite fotosintetski pigmenti 
najgolema vrednost poka`uva vo in vivo listovi kaj dvete ispituvani 
sorti (Grafikon 1), kade za sortata kurtovska kapija iznesuva za 
hlorofil a 0,0366 mg g-1, hlorofil b 0,0526 mg g-1 a hlorofil a+b 0,0903 
mg g
-1
 a za  sortata zlaten medal hlorofil a 0,0362 mg g-1, hlorofil 
b 0,0528 mg g
-1 a hlorofil a+b 0,0891 mg g-1. 
 Rezultatite od sodr`inata na fotosintetskite pigmenti vo 
kulturi na piperka poka`uvaat najvisoki vrednosti vo kultura na 
izdanoci (Grafikon 2). Od site ispituvani mediumi najpovolen 
medium za sinteza na hlorofilite za sortata kurtovska kapija se 
poka`a MS + 1,0 mg g-1NAA + 10,0 mg g-1BAP kade bea izmereni 
hlorofil a 0,0652 mg g-1, hlorofil b 0,0397 mg g-1 a hlorofil a+b 
0,0903 mg g
-1 a za  sortata zlaten medal hlorofil a 0,0289 mg g-1, 
hlorofil b 0,0407 mg g-1 a hlorofil a+b 0,0696 mg g-1. 
 Vo kultura na kalusi od meristemski tkiva najpovolen 
medium za sinteza na hlorofilite se poka`a MS + 1,0 mg g-1NAA + 
Godi{en zbornik 2004/2005  Institut za ju`ni zemjodelski kulturi - Strumica 
         Yearbook                      2004/2005  Institute of Southern Crops – Strumica 
_______________________________________________________________________________________ 
 
79 
10,0 mg g
-1
BAP i za dvete ispituvani sorti (Grafikon 3). I kaj ovoj 
ispituvan medium, se dobiva povisoka sodr`ina na hlorofil b vo 
kultura na kalisi od meristemski tkiva. Od site ~etiri ispituvani 
tipovi na in vitro kulturi na piperka vo kulturata na  kalusi od 
meristem bea izmereni najniski vrednosti i za dvete ispituvani 
sorti. 
 I vo kultura od kalusi na kotiledoni kako najpovolen 
medium za sinteza na fotosintetskite pigmenti za sortata 
kurtovska kapija se poka`a mediumot MS+1,0 mg g-1NAA + 10,0 mg g1 
BAP kade bea izmereni hlorofil a 0,0180 mg g-1, hlorofil b 0,0383 
mg g
-1 i hlorofil a+b 0,0564 mg g-1 a za sortata zlaten medal 
najvisoki vrednosti se izmereni na mediumot MS + 5,0 mg g-1ZEA i 
toa: hlorofil a 0,0289 mg g-1; hlorofil b 0,0407 mg g-1; hlorofil 
a+b 0,0696 mg g
-1(Grafikon 4). 
 Vo kultura na kotiledoni od piperka najpovolen medium za 
sinteza na fotosintetskite pigmenti za sortata kurtovska kapija 
se poka`a mediumot MS+1,0 mg g-1NAA + 10,0 mg g-1BAP, a za sortata 
zlaten medal mediumot MS + 5,0 mg g-1ZEA, so taa razlika {to ovde 
vrednostite se ne{to povisoki za razlika od kulturata na kalusi od 
kotiledoni (Grafikon 5). 
 Fotosintetskite aktivnosti vo in vitro uslovi zavisat od 
mnogu faktori, od koi najbitni se  sostavot na mediumot, izborot 
na {e}er i soodvetni fitohormoni, fotoperiodizmot i 
intenzitetot na osvetluvaweto, kako i mnogu drugi faktori koi gi 
aktiviraat enzimskite reakcii vo procesot na sinteza na 
fotosintetskite pigmenti (Ticha et al., 1998). I vo na{ite 
istra`uvawa razli~niot hormonalen sostav na sedumte ispituvani 
mediumi poka`aa razli~ni vrednosti za sodr`inata na hlorofil a, 
b i a+b vo ist tip kultura. 
 
4. Zaklu~ok  
 Sodr`inata na hlorofil a, b i a+b vo kulturi na piperka in 
vitro poka`uva zna~itelno poniski vrednosti za razlika od onie 
izmereni vo listovi na piperka in vivo. Vo kultura na izdanoci od 
piperka najgolema e vrednosta na hlorofilite, a dodeka najniski 
vrednosti bea izmereni vo kultura od kalusi na meristem. 
Razli~nite hormonalni mediumi razli~no vlijaat vrz biosintezata 
na fotosintetskite pigmenti vo uslovi in vitro. Kako najpovolni 
mediumi za site ispituvani kulturi i za dvete sorti se poka`aa 
mediumite MS+1,0 mg g-1NAA + 10,0 mg g-1BAP; MS+1,0 mg g-1NAA + 
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10,0 mg g
-1 
BAP i MS +1,0 mg g-1 NAA + 10,0 mg g-1 ZEA. So ovie 
istra`uvawa se potvrduva faktot deka nekoi regulatori na rast vo 
hormonalniot medium mo`at da ja stimuliraat biosintezata na 
fotosintetskite pigmenti, a so toa i da go podobrat kvalitetot na 
dobienite regeneranti vo uslovi in vitro. 
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Slika 1. Apsorbciski spektar na slobodnite hlorifil a i   
   hlorofil b vo rastvoruva~. 
Figure 1. Absorption spectrum of free chlorophyll a and chlorophyll b  
  in solvent. 
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Grafikon 1. Sodr`ina na hlorofil a, b i a+b vo listovi na piperka in vivo. 
Graph 1. Content of chlorophyll a, b, and a+b in pepper leafs in vivo. 
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Grafikon 2. Sodr`ina na hlorofil a, b i a+b vo kultura na izdanoci od 
piperka. 
Graph 2. Content of chlorophyll a, b, and a+b in pepper shoot culture. 
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Grafikon 3. Sodr`ina na hlorofil a, b i a+b vo kultura na kalusi od 
meristemski tkiva od piperka. 
Graph 3. Content of chlorophyll a, b, and a+b in callus from meristeme pepper culture. 
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Grafikon 4. Sodr`ina na hlorofil a, b i a+b vo kultura na kalusi od 
kotiledoni od piperka. 
Graph 4. Content of chlorophyll a, b, and a+b in callus of cotyledon pepper culture. 
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Grafikon 5. Sodr`ina na hlorofil a, b i a+b vo kultura na kotiledoni od 
piperka. 
Graph 5. Content of chlorophyll a, b, and a+b in cotyledons pepper culture. 
 
 
 
 
